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Toksisitas Akut Ekstrak Etanol Daun Rumput Knop (Hyptis capitata Jacq.)
dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)
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Abstract

The safety of using knop weed (Hyptis capitata Jacq.) as a traditional medicine is still limited. Safety
testing through toxicity test is important to do before further benefit testing. One of the acute toxicity tests
that can be performed as an early stage toxicity test is the acute toxicity test with the Brine Shrimp Lethality
Test (BSLT) method. Knop weed leaves are extracted with ethanol by maceration. Ethanol extract of knop
weed leaves with concentrations of 1000, 500, 250, 125 and 62.5 pg/ml were exposed to Artemia salina (L.)
larvae for 24 hours. The level of toxicity is determined based on LC, obtained based on the number of dead
larvae, through probit analysis. The phytochemical content of the Knop weed leaves ethanolic extract was
tested through qualitative phytochemical tests. The LC, of Knop weed leaves ethanolic extract was 173,780
pg/ml. Knop weed leaves ethanolic extract contains alkaloids and steroids.
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Abstrak

Informasi mengenai keamanan penggunaan rumput Knop (Hyptis capitata Jacq.) sebagai obat tradisional
masih terbatas. Uji keamanan melalui uji toksisitas penting untuk dilakukan sebelum dilakukan uji manfaat
lebih lanjut. Salah satu uji toksisitas akut yang dapat dilakukan sebagai uji toksisitas tahap awal adalah uji
toksisitas akut dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Daun rumput Knop diekstrak dengan penyari
etanol dengan metode maserasi. Ekstrak etanol daun rumput Knop dengan konsentrasi 1000, 500, 250, 125 dan
62,5 ug/ml dipaparkan pada larva Artemia salina (L.) selama 24 jam. Tingkat toksisitas ditentukan berdasarkan
nilai LC, yang diperoleh berdasarkan jumlah larva yang mati, melalui analisis probit. Kandungan fitokimia
ekstrak etanol daun rumput Knop diuji melalui uji fitokimia kualitatif. Nilai LC, ekstrak etanol daun rumput
Knop sebesar 183,91 pg/ml. Ekstrak etanol daun rumput Knop mengandung alkaloid dan steroid.
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Pendahuluan

Rumput Knop (Hyptis capitata Jacq.)
(Gambar 1.) merupakan salah satu tumbuhan
yang memiliki sejarah etnobotani (Khairiyah
et al., 2016). Rumput Knop merupakan
tumbuhan herba yang dapat tumbuh hingga
mencapai 2 meter (Datar et al., 2007). Beberapa
suku di Indonesia, telah menggunakannya
sebagai obat tradisional untuk mengobati
berbagai macam penyakit. Bagian tumbuhan
ini yang digunakan sebagai obat pun
bervariasi di masing-masing suku. Pucuk
dan daun adalah bagian tumbuhan yang
paling banyak dimanfaatkan sebagai obat
luka dalam, luka terbuka, diabetes, penurun
panas dan kejang pada bayi (Khairiyahet al.,
2016); (Rupa et al., 2017).
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Gambar 1. Rumput Knop (Hyptis capitata Jacq.)

Penelitian terkait potensi rumput Knop
sebagai kandidat obat masih sangat terbatas.
Begitu pula dengan uji keamanannya. Uji
keamanan penting untuk dilakukan sebelum
dilakukan uji potensi atau manfaat. Uji
keamanan suatu sediaan dapat ditelaah
dengan melakukan uji toksisitas. Uji toksisitas
paling awal disebut uji toksisitas akut.

Uji toksisitas akut merupakan salah satu
jenis uji toksisitas yang dilakukan dengan
cara memberikan zat kimia yang sedang diuji
sebanyak satu kali atau beberapa kali dalam
jangka waktu 24 jam. Penelitian semacam ini,
dimaksudkan untuk menentukan LC, atau
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LD,, obat atau sediaan tertentu. Hal ini juga
dimaksudkan untuk menunjukkan organ
sasaran yang mungkin dirusak dan efek toksik
spesifiknya, serta menjadi petunjuk terkait
dosis yang sebaiknya digunakan dalam
pengujian jangka waktu lama. Beberapa hal
yang perlu diperhatikan sebelum melakukan
uji toksisitas adalah pemilihan spesies
hewan, cara pemberian, cara perlakuan, dosis
dan jumlah hewan yang akan digunakan
serta berbagai faktor lingkungan lainnya.
Beberapa senyawa bioaktif yang telah
berhasil diisolasi dan aktivitasnya dimonitor
dengan BSLT menunjukkan adanya korelasi
terhadap suatu uji spesifik antikanker. Suatu
senyawa dikatakan toksik jika LC, nya lebih
kecil atau sama dengan 1000pg/ml (Harmita
& Radji, 2006).

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) adalah
adalah salah satu metode uji toksisitas
awal suatu ekstrak tumbuhan atau sediaan
bahan alam lain, berdasarkan kemampuan
untuk membunuh larva yang dibiakkan di
laboratorium (nauplii). Nauplii dipaparkan
dengan ekstrak tanaman dengan konsentrasi
yang berbeda selama 24 jam. Jumlah nauplii
motil dihitung untuk menentukan efektifitas
ekstrak. Metode ini sederhana, hemat biaya
dan membutuhkan sedikit bahan uji (Sarah
et al., 2017)

Materi dan Metode
Pemrosesan Simplisia rumput Knop
Rumput Knop (Hyptis capitata Jacq.),
diambil dari perkebunan kelapa sawit yang
terletak di desa Bungapati, Kec. Tana Lili,
Kabupaten Luwu Utara, Sulawesi Selatan.
Rumput Knop diambil pada pagi hari, lalu
dicuci bersih dengan air mengalir, ditiriskan
dan dikeringkan dengan menggunakan
cahaya matahari. Saat pengeringan rumput
Knop ditutup menggunakan kain hitam.

Ekstraksi

Ekstraksi pada serbuk daun H. capitata
Jacq. dilakukan dengan metode maserasi,
menggunakan pelarut etanol. Serbuk yang
telah didapatkan, ditimbang sebanyak 100
gram kemudian dimasukkan ke dalam
erlenmeyer. Sebanyak 500 ml pelarut etanol
dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang
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telah berisi serbuk. Pelarut ditambahkan
sedikit demi sedikit sambil sedikit diaduk.
Erlenmeyer ditutup dengan menggunakan
aluminium voil dan didiamkan selama 3x24
jam sambil sesekali diaduk. Setelah 3x24 jam,
campuran disaring dan dikeringanginkan
dalam cawan porselen, hingga larutan
pengekstraksi menguap sempurna.

Uji fitokimia
Uji fitokimia yang dilakukan adalah uji
fitokimia kualitatif.

Uiji Alkaloid

Ekstrak etanol daun rumput Knop
sebanyak 0,5 gram dicampur dengan 5ml
kloroform dan 5 ml amoniak kemudian
dipanaskan, dikocok dan disaring. Sebanyak
5 tetes asam sulfat 2 N ditambahkan pada
masing-masing filtrat, kemudian kocok
dan didiamkan. Bagian atas dari masing-
masing filtrat diambil dan diuji dengan
pereaksi Meyer, Wagner, dan Dragendorf.
Terbentuknya endapan jingga, cokelat,
dan putih menunjukkan adanya alkaloid
(Mondong et al., 2015).

Uiji Flavonoid

Ekstrak etanol daun rumput Knop 100
ppm sebanyak 1 ml ditambahkan ke dalam
tabung reaksi, lalu dididihkan dengan
10 ml air dalam penangas air. Sebanyak
1 ml HCI ditambahkan ke dalam tabung
reaksi, kemudian ditambahkan serbuk Mg
(Magnesium) sebanyak 100 mg. Hasil positif
flavonoid menunjukkan warna merah atau
kuning atau jingga (Noer et al., 2018).
Uiji terpenoid/ steroid

Sebanyak 0,5 gram ekstrak etanol
daun rumput Knop dimasukkan ke dalam 2
tabung reaksi. Sampel pertama ditambahkan
dengan 2ml asam sulfat pekat. Hasil positif
steroid ditunjukkan dengan warna hijau
atau hijau biru. Sampel kedua ditambahkan
asam sulfat pekat dan anhidrida asetat. Hasil
positif terpenoid ditunjukkan warna merah
atau merah ungu (Rafiqi et al., 2017).

Uji Saponin
Akuades sebanyak 10 ml dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan
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0,5 gram ekstrak etanol daun rumput Knop.
Tabung reaksi dikocok, kemudian diberi
1 tetes HCl 2N. Tabung reaksi didiamkan,
lalu diamati ada tidaknya busa stabil yang
terbentuk. Adanya kandungan saponin,
ditunjukkan dengan terbentuknya busa stabil
(Noer et al., 2018).

Uji Tanin

Ekstrak etanol daun rumput Knop
sebanyak 0,1 gram dimasukkan ke tabung
reaksi, lalu ditambahkan akuades sebanyak
10 ml. Tabung reaksi didiamkan 5 menit,
kemudian dilakukan penyaringan. Hasil
saringan didiamkan 5 menit dan ditambahkan
5 tetes larutan FeCl, 1%. Hasil positif tannin
ditandai dengan terbentuknya warna biru
ataupun hijau kehitaman (Marlinda et al.,
2012).

Penetasan Artemia salina

Sebanyak 0,5 gram telur artemia di
masukkan ke dalam botol plastik yang
telah diisi 1 liter air laut. Wadah penetasan
diletakkan pada suhu ruang dan diberi
aerator. Lalu dibiarkan sampai 36 jam.
Sampai telur menetas menjadi larva.

Uji toksisitas Akut BSLT

Ekstrak etanol daun rumput Knop
dilarutkan dengan Dimetilsulfoxide (DMSO)
dengan perbandingan 1:5. Larutan stok dibuat
dengan konsentrasi 1000png/ml. Selanjutnya,
larutan stok diencerkan untuk membuat seri
konsentrasi ekstrak 500, 250, 125 dan 62,5 pg/
ml. Masing-masing tabung diisi dengan 10 ml
air laut. Sebanyak sepuluh ekor larva yang
telah berumur 36 jam dimasukkan ke dalam
tabung yang telah berisi air laut, kemudian
kemudian masing-masing tabung diberikan
5 ml ekstrak etanol daun rumput Knop sesuai
konsentrasi. Setiap pengujian selalu disertai
dengan kontrol dan tiap konsentrasi dibuat
dalam 3 kali replikasi. Terdapat pula tabung
kontrol negatif yang diisi air laut dan masing-
masing 10 larva, serta tabung kontrol yang diisi
larva, air laut dan DMSO. Tabung disimpan
selama 24 jam tanpa penutup dan penyinaran
lampu. Setelah 24 jam, jumlah larva yang mati
dihitung untuk mengetahui nilai probit dan
dianalisis untuk mengetahui harga LC, .
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Tabel 1. Hasil Pengujian BSLT
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Konsentrasi Log Jumlah

Total A. salina

Bahan Uji (ng/ml) konsentrasi kematian  (L.)/Ulangan ‘o mati - Probit LGy, (hg/ml)
Ekstrak etanol 1000 3 29 30 97 6,88
daun rumput 500 2,70 28 30 93 6,48
Knop 250 2,40 24 30 80 5,84 183.91
125 2,10 7 30 23 4,26
62,5 1,80 2 30 7 3,52

Analisis Data

Data uji toksisitas berupa persentase
kematian larva pada tiap konsentrasi ekstrak
etanol daun rumput Knop dianalisis dengan
analisis probit menggunakan program Ms.
Excel 2010. Data uji fitokimia dianalisis secara
deskriptif.

Hasil

Uiji toksisitas akut ekstrak etanol daun
rumput Knop ditentukan berdasarkan
jumlah larva Artemia salina (L.) yang mati
setelah dipaparkan ekstrak etanol daun
rumput Knop berbagai konsentrasi selama
24 jam. Hasil uji toksisitas akut ekstrak etanol
daun rumput Knop dapat dilihat pada Tabel
1.

Uji fitokimia ekstrak etanol rumput
Knop dilakukan dengan uji fitokimia
kualitatif. Hasil uji fitokimia ekstrak etanol
daun rumput Knop dapat dilihat pada Tabel
2.

Tabel 2. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Etanol Daun
Rumput Knop

Pengujian Hasil

Alkaloid
Wagner
Meyer
Dragendroff

Terpenoid
Steroid

Saponin -
Flavonoid -
Tannin -

Pembahasan

Uji toksisitas akut merupakan uji
toksisitas yang perlu untuk dilakukan
untuk mengetahui keamanan suatu bahan
atau sediaan. Brine Shrimp Lethality Test
merupakan salah satu metode untuk
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melakukan uji toksisitas akut. Metode ini
menggunakan larva Artemia salina (L.), yang
merupakan udang air asin.

Pada Tabel 1. Dapat dilihat jumlah
Artemia salina (L.) yang mati untuk
kelompok perlakuan cukup bervariasi di
tiap konsentrasi. Sementara pada kelompok
kontrol menunjukkan tidak ada Artemia
salina (L.), yang mati. Hal ini menunjukkan
bahwa kematian Artemia salina (L.), pada
kelompok perlakuan, disebabkan oleh
adanya perlakuan ekstrak etanol daun
rumput Knop. Berdasarkan analisis probit
diperoleh persamaan y=2,9698x-1,7254,
dengan nilai y=5 dan nilai R? =0,9533. Nilai
LC,, ditentukan melalui persamaan tersebut,
dan diperoleh LC, sebesar 183,91ug/ml.

Nilai LC,, suatu sediaan/bahan
yang lebih kecil dari 1000png/ml, selain
menujukkan bahwa sediaan tersebut toksik,
juga menunjukkan potensinya sebagai
antitumor (Umaru et al., 2018). Metode
uji toksisitas akut dengan Brine Shrimp
Lethality Test merupakan tahapan awal untuk
penapisan senyawa bioaktif yang memiliki
potensi sebagai antitumor (Marraskuranto
et al., 2008). Oleh sebab itu perlu dilakukan
uji manfaat lebih lanjut, untuk mengetahui
potensi rumput Knop sebagai antitumor atau
agen pengobatan untuk penyakit lain.

Pada uji fitokimia yang dilakukan pada
ekstrak etanol daun rumput Knop (Tabel 2.)
, diperoleh informasi bahwa ekstrak etanol
daun rumput Knop mengandung alkaloid
dan steroid. Penelitian yang dilakukan
Rupa et al., 2017 menyatakan bahwa daun
rumput Knop mengandung alkaloid dan
triterpenoid. Tumbuhan memanfaatkan
alkaloid sebagai racun yang melindungi
tubuh dari serangga atau herbivor
(Rohyani et al., 2015). Sedangkan steroid



To’bungan et al.

pada tumbuhan berperan sebagai senyawa
yang dapat menghambat proses penuaan,
yang sekaligus dapat menunda ataupun
menghambat pengguguran (Suryelita et al.,
2017). Senyawa alkaloid dan steroid memiliki
efek farmakalogis, sehingga penting diteliti
dan dikembangkan lebih lanjut tentang
potensinya sebagai bahan obat.

Dalam konsentrasi tertentu alkaloid
dan steroid dapat berdampak negatif bagi
organisme hidup. Alkaloid dan steroid
bersifat antifedan, yang menurunkan
kepekaan reseptor perasa pada mulut larva
Artemia salina (Agustini and Setyaningrum,
2017; Putri et al., 2012). Hal ini yang
menyebabkan kematian larva yang terpapar
ekstrak etanol daun rumput Knop yangjuga
mengandung alkaloid dan steroid.

Kesimpulan

Uji toksisitas akut ekstrak etanol
daun rumput Knop (H. capitata Jacq.),
dengan mentode BSLT menunjukkan nilai
LC,, sebesar 183,91 ug/ml. Nilai tersebut
menunjukkan ekstrak etanol daun rumput
Knop toksik terhadap Artemia salina (L.).
Metabolit sekunder yang terkandung dalam
ekstrak etanol daun rumput Knop (H. capitata
Jacq.), adalah alkaloid dan steroid.

Saran

Diperlukan uji fitokimia lebih lanjut
untuk mengetahui jenis alkaloid dan steroid
yang terkandung di dalam ekstrak.
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